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(57) Abstract 

The invention relates to epothilone derivatives and the use thereof. 
(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilonderivate und deren Verwendung. 
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EPOTH I LONDERI VATE , HERSTELLUNG UND VERWENDUNG 



Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein Epothilonderivate 
und deren Verwendung zur Herstellung von Arzneimitteln . Insbe- 
sondere betrifft die vorliegende Erfindung die Herstellung der 
Epothilonderivate der nachfolgend dargestellten allgemeinen For- 
meln 1 bis 7 sowie deren Verwendung zur Herstellung von thera- 
peutischen Mitteln und Mitteln fur den Pf lanzenschutz . 
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In den vorstehenden 



Formeln 1 bis Formel 7 bedeuten: 



R = H, C 1 . 4 -Alkyl; 
R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 



H, Ci-g-Alkyl, 

Cx _ g - Acyl - Benzoyl , 

Ci-4 -Trialkylsilyl , 

Benzyl, 

Phenyl , 

Cx-g-Alkoxy- , 

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
Reste R 1 bis R 5 zu der Gruppierung -(CH 2 ) n - 



wobei auch zwei der 



mit n = 1 bis 6 zusammentreten konnen und es sich bei den in den 
Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkettige oder 
verzweigte Reste handelt; 

Y und Z sind entweder gleich oder verschieden und stehen jeweils 
fur Wasserstof f , Halogen, wie F, Cl, Br oder J , Pseudohalogen, 
wie -NCO, -NCS oder -N 3 , OH, O- (C^g) -Acyl, O- (Ci-6 ) -Alkyl , O- 
Benzoyl. Y und Z konnen auch das O-Atom eines Epoxides sein, 
wobei Epothilon A und B nicht beansprucht werden, oder eine der 
C-OBindungen einer C=C-Doppelbindung bilden. 

In der Formel 3 steht X allgemein fur -C(0)-, -C(S)-, -S(0)-, - 
CR 1 R 2 -, wobei R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben angegeben, 
und -SiR2-, wobei R die Bedeutung hat wie oben angegeben. 

In der Formel 4 bedeutet X Sauerstoff, NOR 3 , N-NR 4 R 5 , und N- 
NHCONR 4 R 5 , wobei die Reste R 3 bis R 5 die oben angegebene Bedeu- 
tung haben. 

In der Formel 5 bedeutet X Wasserstoff, C^is-Alkyl, 3.9 -Acyl, 
Benzyl , Benzoyl und Cinnamoyl . 
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Fur Epochilon A und B sei verwiesen auf DE-A-41 38 042. 
Verbindungen gemaS der allgemeinen Forxnel 1 sind ausgehend von 
Epothilon A und B sowie von deren 3-0- und/oder 7-0-geschutzten 
Derivaten durch Offnung des 12 , 13 -Epoxids zuganglich. Werden 
dazu Hydrogenwasserstof f sauren in einem bevorzugt nicht wassri- 
gen Losungsmittel eingesetzt, wobei man die Halogenhydrine X = 
Hal, Y = OH und Y = OH, Y = Hal erhalt. Protonensauren wie z.B. 
Toluolsulf onsaure und Trif luoressigsaure fuhren in Gegenwart von 
Wasser zu 12 , 13 -Diolen, die anschliefiend nach Standardverf ahren 
acyliert (z.B. mit Carbonsaureanhydriden und Pyridin oder 
Triethylamin/DMAP) oder alkyliert (Alkylhalogenide und Silber- 
oxid) werden. Die 3- und 7-Hydroxygruppen konnen dazu voruber- 
gehend als Formiat (Abspaltung mit NH3/MeOH) oder p-Methoxy- 
benzylether (Abspaltung mit DDQ) geschutzt werden. 

Verbindungen gernaS der allgemeinen Formel 2 sind aus Epothilon A 
und B sowie deren 3-0- und/oder 7-O-geschutzten Derivaten durch 
Reduktion, z.B. mit NaBH 4 in Methanol erhaltlich. Sind dabei 3- 
OH und/oder 7 -OH reversibel geschutzt, so konnen nach Acylierung 
oder Alkylierung und Entfernen der Schutzgruppen 5-0-monosubsti- 
tuierte, 3,5- oder 5 , 7-0-disubstituierte Derivate der allgemei- 
nen Formel 2 erhalten werden. 

Umsetzungen von Epothilon A und B mit bif unktionellen elektro- 
philen Reagenzien, wie (Thio) Phosgen, (Thio) Carbonyldimidazol , 
Thionylchlorid oder Dialkylsilyldichloriden bzw. -bistrif laten 
ergeben Verbindungen der allgemeinen Formel 3. Als Hilfsbasen 
dienen dabei Pyridin, Trialkylamine, ggf . zusammen mit DMAP bzw. 
2,6-Lutidin in einem nichtprotischen Losungsmittel. Die 3,7-Ace- 
tale der allgemeinen Formel 3 entstehen durch Umacetalisierung 
z.B. von Dimethylacetalen in Gegenwart eines sauren Katalysa- 
tors . 
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Verbindungen gemaS der allgemeinen Formel 4 werden aus Epothilon 
A und B oder ihren 3-0- und/oder 7-O-geschutzten Derivaten durch 
Ozonolyse und reduktive Auf arbeitung, z.B. mit Dimethylsulf id, 
erhalten. Die C-16 -Ketone konnen anschliefiend nach dem Fachmann 
gelaufigen Standardverf ahren in Oxime, Hydrazone oder Semicarba- 
zone umgewandelt werden. Sie werden weiterhin durch Wittig-, 
Wittig-Horner- , Julia- oder Petersen-Olef inierung in C-16/C-17- 
Olefine uberf uhrt . 

Durch Reduktion der C-16-Ketogruppe, z.B. mit einem Aluminium- 
oder Borhydrid, sind die 16 -Hydroxyderivate gemaE der allgemei- 
nen Formel 5 erhaltlich. Diese konnen, wenn 3 -OH und 7-OH mit 
entsprechenden Schutzgruppen versehen sind, selekciv acyliert 
oder alkyliert werden. Die Freisetzung der 3 -OH- und 7-OH-Grup- 
pen erfolgt z.B. bei O-Formyl durch NH 3 /MeOH, bei O-p-Methoxy- 
benzyl durch DDQ. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel 6 werden aus Derivaten 
von Epothilon A und B erhalten, bei denen die 7-OH-Gruppe durch 
Acyl- oder Ethergruppen geschutzt ist, in dem die 3-OH-Gruppe 
z.B. formyliert, mesyliert oder tosyliert und anschlieSend durch 
Behandlung mit einer Base z.B. DBU eliminiert wird. Die 7-OH- 
Gruppe kann wie oben beschrieben freigesetzt werden. 

Verbindungen der allgemeinen Formel 7 werden aus Epothilon A und 
B oder deren 3 -OH- und 7-OH-geschutzten Derivaten durch basische 
Hydrolyse erhalten, z.B. mit NaOH in MeOH oder MeOH/Wasser. Vor- 
zugsweise werden Verbindungen der allgemeinen Formel 7 aus Epo- 
thilon A oder B oder deren 3 -OH- oder 7-OH-geschiitzten Derivaten 
durch enzymatische Hydrolyse erhalten, insbesondere mit Estera- 
sen oder Lipasen. Die Carboxylgruppe kann mit Diazoalkanen nach 
Schutz der 19-OH-Gruppe durch Alkylierung in Ester umgewandelt 
werden . 
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Ferner konnen Verbindungen der Fonnel 7 durch Lactonisierung 
nach den Methoden von Yamaguchi (Trichlorbenzoylchlorid/DMAP) ( 
Corey (Aldrithiol/Triphenylphosphin) oder Kellogg (omega-Brom- 
saure/Caesiumcarbonat ) in Verbindung der Formel 2 umgewandelt 
werden. Einschlagige Arbeitsmethoden finden sich bei 

Inanaga et al . in Bull. Chem. Soc. Japan, 52 (1979) 1989; 
Corey & Nicolaou in J. Am. Chem. Soc, 96 (1974) 5614; und 
Kruizinga & Kellogg in J. Am. Chem. Soc, 103 (1981) 5183. 

Zur Herstellung der erf indungsgemaSen Verbindungen kann man auch 
von Epothilon C oder D ausgehen, wobei zur Derivatisierung auf 
die vorstehend beschriebenen Derivatisierungsmethoden verwiesen 
werden kann. Dabei kann man die 12 , 13 -Doppelbindung selektiv 
hydrieren, beispielsweise katalytisch oder mit Diimin; oder 
epoxidieren, beispielsweise mit Dimethyldioxiran oder einer 
Persaure; oder in die Dihalogenide, Dipseudohalogenide oder 
Diazide umwandeln. 

Die Erfindung betrifft ferner Mittel fur den Pf lanzenschutz in 
Landwirtschaf t , Forstwirtschaf t und/oder Gartenbau, bestehend 
aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Epothilon- 
derivate bzw. bestehend aus einem oder mehreren der vorstehend 
aufgefuhrten Epothilonderivate neben einem oder mehreren ubli- 
chen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittel (n) . 

SchlieSlich betrifft die Erfindung therapeutische Mittel, beste- 
hend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Ver- 
bindungen neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel (n) . Diese Mittel kdnnen insbesondere cytotoxi- 
sche Aktivitaten zeigen und/oder Immunsuppression bewirken 
und/oder zur Bekampfung maligner Tumore eingesetzt werden, wobei 
sie besonders bevorzugt als Cytostatika verwendbar sind. 
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Die Erfindung wird im folgenden durch die Beschreibung von eini- 
gen ausgewahlten Ausf uhrungsbeispielen naher erlautert und be- 
schrieben. 



Beispiel 1: 
Verbindung la 

2 0 mg (0.041 mmol) Epothilon A werden in 1 ml Ace ton geldst, mit 
50 pi (0.649 mmol) Trif luoressigsaure versetzt und iiber Nacht 
bei 50 °C geruhrt . Zur Aufarbeitung wird das Reakcionsgemisch 
mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 versetzt und die wa'Srige Phase vier- 
mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Pha- 
sen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber 
Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die Rei- 
nigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schichtchromatographie (Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 85 : 



Beispiele 



15) . 



Ausbeute: 4 mg (19 %) Isomer I 
4 mg (19 %) Isomer II 



Isomer I 



R f (Dichlormethan/Aceton, 8 5 : 15) : 



0.46 



IR (Film) : 



ny = 



3440 (m f b, Sch) , 2946 (s, Sch) , 1734 
(vs) , 1686 (m) , 1456 (m) , 1375 (w) , 1256 
(s, Sch), 1190 (w, b, Sch), 1071 (m, 
Sch) , 884 (w) , 735 (w) cm" 1 . 



MS (20/70 eV) : m/e 



(%) 



= 493 (43 
206 (30), 
113 (19), 



[M-H 2 0] + ) # 394 (47) , 306 (32) , 
181 (40) , 166 (72) , 139 (100) , 
71 (19) , 57 (24) , 43 (24) . 
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Hochauflosunar Cogi^oOgNS ber.: 493.2498 fur [M-H 2 0] + 

gef . : 493.2478 

Isomer II 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15): 0.22 

IR (Film) : ny = 3484 (s, b, Sch) , 2942 (vs, Sch) , 1727 

(vs), 1570 (w) , 1456 (m) , 1380 (m) , 1265 
(s), 1190 (w) , 1069 (m) , 975 (w) # cm* 1 . 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 493 (21 

206 (37), 
113 (21), 



[M-H 2 0] + ), 394 (12), 306 (46), 
181 (63) , 166 (99) , 139 (100) , 
71 (23) , 57 (33) , 43 (28) . 



Hochauf iosuno : C 2 6H 39 0 6 NS' ber.: 493.2498 fur [M-H 2 0] + 

gef. : 493.2475 

Beispiel 2 : 
Verbindung lb 

55 mg (0.111 mmol) Epothilon A werden in 0.5 ml Tetrahydrof uran 
gelost, mit 0.S ml 1 N Salzsaure versetzt und 3 0 Minucen bei 
Raumtemperatur geruhrt. AnschlieSend wird mit 1 N Phosphatpuf f er 
pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit Ethylacetat ex- 
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesat- 
tigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber Natriumsulf at ge- 
trocknet und vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung des Roh- 
produktes erfolgt mit Hilfe der praparativen Schichtchromato- 
graphie (Laufmittel: Dichlormethan/Methanol , 90 : 10). Ausbeute: 
19 mg (32 %) 
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R f (Dichlormethan/Methanol, 90 : 10): 0.46 

IR (Film) : • ny = 3441 (s, br, Sch) , 2948 (s, Sch) , 1725 

(vs, Sch), 1462 (m) , 1381 (w) , 1265 (m) , 
1154 (w) , 972 (m, br, Sch) cm"" 1 . 

UV (Methanol) : lambda^ (lg epsilon) = 210 (4.29), 248 (4.11) 
nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 529 (13 [M+] ) , 494 (10), 342 (38), 306 

(23), 194 (32), 164 (100), 140 (31), 113 
(15) , 57 (16) . 

Hochauflosung: C*?^ nOcClNS ber.: 529.2265 fur [M + ] , 

gef . : 529.2280 



Beispiel 3: 
Verbindung lc 

25 mg (0.047 mmol) 12-Chlor-13-hydroxy-epothilon A (lb) werden 
in 1 ml Dichlormethan gelost, mit 29 mg (0.235 mmol) Dimethyl - 
aminopyridin, 151 /xl (1.081 mmol) Triethylamin und 20 pi (0.517 
mmol) 98 %-iger Ameisensaure versetzt . Das Reaktionsgemisch wird 
mit Eis/Natriumchlorid abgekuhlt. Nach Erreichen von -15 °C wer- 
den dem Reaktionsgemisch 40 pi (0.423 mmol) Essigsaureanhydrid 
zugegeben und 70 Minuten bei -15 °C geruhrt. Nachdem ein Dunn- 
schichtchromatogramm keinen vollstandigen Umsatz anzeigt, werden 
dem Reaktionsgemisch weitere 6 mg (0.04 7 mmol) 
Dimethylaminopyridin, 7 pi (0.047 mmol) Triethylamin, 2 pi 98 
%-ige Ameisensaure (0.047 mmol) und 4 pi (0.047 mmol) 
Essigsaureanhydrid zugesetzt und 60 Minuten geruhrt. Zur 
Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur 
erwarmt, mit 1 M Phosphatpuf f er pH 7 versetzt und die wafirige 
Phase vierm&l mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten 
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organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung 
gewaschen, uber Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel 
befreit. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der 
praparativen Schichtchromatographie (Laufmittel: 
Dichlormethan/Aceton, 90 : 10) . Ausbeute: 5 mg (18 %) 



R f (Dichlormethan/Aceton. 90 : 10): 0.67 

IR (Film) : ny = 3497 (w , b, Sch), 2940 (s, b, Sch) , 1725 

(vs) , 1468 <m, b, Sch) , 1379 (m) , 1265 
(s), 1253 (s), 1175 (vs), 972 (m, b, 
Sch), 737 (s) cm" 1 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 613 (9 [M + ] ) , 567 (43), 472 (63), 382 

(23), 352 (21), 164 (100), 151 (33), 96 
(31) , 69 (17) , 44 (26) . 

Hochauflosunq: Co oH^ qOqNSCI ber. : 613.2112 fur [M+] 

gef.: 613.2131 



Beispiel 4: 
Verbindung Id 



10 mg (0.02 0 mmol) Epothilon B werden in 0.5 ml Tetrahydrof uran 
geldst, mit 0.5 ml 1 N Salzsaure versetzt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur geruhrt . AnschlieEend wird mit 1 M Phosphatpuf f er 
pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit Ethylacetat ex- 
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesat- 
tigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber Natriumsulf at ge- 
trocknet und vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung des Roh- 
produktes erfolgt mit Hilfe der praparativen Schichtchromatogra- 
phie (Lauf mittel: Dichlormethan/Aceton, 85 : 15). 
Ausbeute: 1 mg (9 %) 
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R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15) : 



0.38 



MS (20/70 eV) : m/e (%) = 543 (3 [M + ] ) , 507 (14), 320 (19), 234 

(9), 194 (17), 182 (23), 164 (100), 140 
(22) , 113 (14) , 71 (13) . 



Beispiel 5: 
Verb inching 2 a 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon A werden in 4 ml Tetrahydrof uran/1 
M Phosphatpuf fer pH 7 (1 : 1) geldst und solange mit Natriumbor- 
hydrid (150 mg = 3.965 mmol) versetzt bis das Edukt laut Dunn- 
schichtchromatogramm vollstandig abreagiert ist. Anschiiefiend 
wird mit 1 M Phosphatpuf fer pH 7 verdunnt und die waSrige Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung gewaschen, 
uber Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel bef reit . Die 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt durch Kieselchromatographie 
(Laufmittel: Dichlormethan/Aceton, 95 : 5 - grad - nach Dichlor- 
methan/Aceton, 85 : 15) . 

Ausbeute: (20 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 75 : 25) : 0.27 

IR (Film) : ny = 3413 (s, b, Sch), 2965 (vs, Sch) , 1734 

(vs) , 1458 (m, b, Sch) , 1383 (m, Sch) , 
1264 (s, b, Sch), 1184 (m, b, Sch), 1059 
(s, Sch), 966 (s), 885 (w) , 737 (m) cm" 1 



Hochauflosuna: C 2 7H 42 0 6 NSC1 ber. : 

gef . : 



543.2421 fur [M + ] 



543 .2405 
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MS (20/70 eV) : m/e (%) = 495 (6 [M + ] ) , 477 (8), 452 (12), 394 

(9), 364 (16), 306 (49), 194 (19), 178 
(35), 164 (100), 140 (40), 83 (21), 55 
(27) . 

Hochauflosuna: CogH^jOgNS ber.: 495.2655 fur [M + ] 

gef.: 495.2623 

Beispiel 6 : 

Verbindung 3a-d (a-d sind Stereoisomere) 

100 mg (0.203 mmol) Epothilon werden in 3 ml Pyridin gelost, mit 
50 pi (0.686 mmol) Thionylchlorid versetzt und 15 Minuten bei 
Raumtemperatur geruhrt . AnschlieSend wird mit 1 M Phosphatpuf f er 
pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit Ethylacetat ' ex- 
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesat- 
tigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, uber Natriumsulf at ge- 
trocknet und vom Losungsmittel bef reit . Die Reinigung des Roh- 
produktes und Trennung der vier Stereoisomeren 3a-d erfolgt mit 
Hilfe der praparativen Schichtchromatographie (Lauf mittel : 
Toluol/Methanol , 90 : 10). 

Verbindung 3a 

Ausbeute : 4 mg (12 %) 

R f (Toluol/Methanol, 90 : 10) : 0.50 

IR (Film) : ny = 2961 (m, b, Sch), 1742 (vs) , 1701 (vs) , 

1465 (m, Sch) , 1389 (m, Sch) , 1238 (s, 
Sch), 1210 (vs, Sch), 1011 (s, Sch), 957 
(s, b, Sch), 808 (m, Sch), 768 (s, Sch) 
cm" 1 
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itv (Methanol) : lambda^,, (lg epsilon) = 210 (4.50), 248 (4.35) 
nm. 

MS (20/70 eVj : m/e (%) = 539 (40 [M + ] ) , 457 (22), 362 (16), 316 

(27), 222 (30), 178 (30), 164 (100), 151 
(43), 96 (38), 69 (29), 55 (28), 43 (20). 

Hochauflosunai C26H37O7NS2 ber. : 539.2011 fur [M + ] 

Verbindung 3b 
Ausbeute ; 14 tng (13 %) 

R f (Toluol/Methanol, 90 : 10) : 0.44 

IR (Film) : ny = 2963 (s, br, Sch), 1740 (vs) , 1703 (s) , 

1510 (w) , 1464 (m, br, Sch), 1389 (m, 
Sch), 1240 (s, br, Sch), 1142 (m) , 1076 
(w) , 1037 (w) , 1003 (m) , 945 (s, br, 
Sch), 806 (m, Sch), 775 (s) , 737 (m) cm" 
1 

UV (Methanol) : lambda,^ (lg epsilon) = 211 (4.16), 250 (4.08) 
nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (27 [M + ] ) , 475 (17), 322 (41), 306 

(67), 222 (16), 206 (17), 194 (19), 178 
(32), 164 (100), 151 (33), 125 (18), 113 
(15), 96 (39), 81 (23), 64 (58), 57 (42), 
41 (19). 



Hochauf losuna; C26 H 37°7 NS 2 



ber . 
gef . 



539.2011 fur (M + ] 
539.1998 
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Verbindung 3 c 
Ausbeute : 4 mg (4 %) 

R f (Toluol/Methanol, 90 : 10): 0.38 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (51 [M + ] ) , 322 (22), 306 (53), 222 

(36), 178 (31), 164 (100), 151 (41), 96 
(25), 81 (20), 69 (26), 55 (25), 41 (25). 

Hochauflosuna: C 2g H 37 0 7 NS 2 • ber . : 539.2011 fur [M+] 

gef . : 539.2001 

Verb inching 3d 

Ausbeute : 1 mg (1 %) 

R f (Toluol/Methanol, 90 : 10): 0.33 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 539 (69 [M + ] ) , 322 (35), 306 (51), 222 

(41), 178 (31), 164 (100), 151 (46), 96 
(31), 81 (26), 69 (34), 55 (33), 41 (35) 

Hochauflosuna: C 2G H 3 -7Q 7 NS 2 ber. : 539.2011 fur [M + ] 

gef. : 539.1997 

Beispiel 7: 
Verbindung 4a 

10 mg (0.020 mmol) Epothilon A werden in 2 ml Dichlormethan ge- 
lost, auf -70 °C abgekuhlt und anschliefiend 5 Minuten mit Ozon 
bis zur schwachen Blaufarbung behandelt. Das resultierende Reak- 
tionsgemisch wird anschliefiend mit 0,5 ml Dimethylsulf id ver- 
setzt und auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung wird das 
Reaktionsgemisch vom Losungsmittel befreit und schliefilich durch 
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praparative Schichtchromatographie (Laufmittel Dichlor- 
methan/Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5) gereinigt. 

Ausbeute : 5 tug (64 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton/Methanol, 85 : 10 : 5) : 0.61 

IR (Film) : ny = 3468 <s, br, Sch), 2947 (s, br, Sch) , 

1734 (vs, Sch), 1458 (w) , 1380 (w) , 1267 
(w), 1157 (w) , 1080 (w) , 982 (w) cm" 1 . 

UV (Methanol) : lambda^ (lg epsilon) = 202 (3.53) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 398 (2 [M + ] ) , 380 (4), 267 (14), 249 

(17), 211 (20), 193 (26), 171 (34), 139 
(34), 111 (40), 96 (100), 71 (48), 43 
(50) . 

Hochauflosuna: C ? iH^Q7 ber.: 398.2305 fur [M + ] 

gef . : 398.2295 

Beispiel 8: 
Verbindung 6a 

10 mg (0.018 mmol) 3 , 7-Di-O- f ormyl -epothilon A werden in 1 ml 
Dichlormethan gelost, mit 27 ^1 (0.180 mmol) 

1, 8-Diazabicyclo [5 .4 .0] undec-7-en (DBU) versetzt und 60 Minuten 
bei Raumtemperatur geruhrt . 

Zur Auf arbeitung wird das Reakt ionsgemisch mit 1 M Natriumdi- 
hydrogenphosphat- Puffer pH 4 . 5 versetzt und die waSrige Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert . Die vereinigten organischen 
Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, 
uber Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
Nach Beseitigung des Losungsmittel wird das resultierende Roh- 
produkt in 1 ml Methanol gelost, mit 200 jxl einer ammoniakali- 
schen Methanollosung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und uber 
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Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Zur Aufarbeitung wird das L6- 
sungsmittel im Vakuum entfernt. 

Ausbeute: 4 mg (22 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 85 : 15): 0.46 

IR (Film) : ny = 3445 (w, br, Sch) , 2950 (vs, br, Sch) , 

1717 (vs, Sch), 1644 (w) , 1466 (m, Sch), 
1370 (m, SCh), 1267 (s, br, Sch), 1179 
(s, Sch), 984 (s, Sch), 860 (w) , 733 (m) 
cm" 1 

UV (Methanol) : lambda max (lg epsilon) = 210 (4.16) nm. 

MS (20/70 eV) : m/e (%) = 475 (28 [M + ] ) , 380 (21), 322 (37), 318 

(40), 304 (66), 178 (31), 166 (100), 151 
(29), 140 (19), 96 (38), 81 (20), 57 
(26) . 

Hochauf losuncr: C26H37O5NS ber. : 475.2392 fur [M + ] 

gef. 475.2384 



Beiepiel 9: 
Verbindung 6b 

50 mg (0.091 mmol) 3 , 7-Di-O-f ormyl-epothilon A (werden in 1 ml 
Dichlorethan gelost , mit 2 ml (0.013 mol) 

l,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU) versetzt und 12 Stunden 
bei 90 °C geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Natriumdihy- 
drogenphosphat- Puffer pH 4.5 versetzt und die wafirige Phase 
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen werden mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, 
uber Natriumsulf at getrocknet und vom Losungsmittel befreit. 
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Die Reinigung des aus zwei Verbindungen bestehenden Rohproduktes 
erfolgc mittels praparativer Schichcchromatographie (Laufmittel: 
Dichlormethan/Aceton, 90 : 10) . 

Ausbeute : 7 mg (15 %) 

Substanzcode 

R f (Dichlormethan/Aceton, 90 : 10): 0.62 

IR (Film) : ny = 2951" (m, br, Sch) , 1723 (vs) , 1644 (w. 

br. Sch), 1468 (w) , 1377 (w) , 1271 (m, 
br, Sch), 1179 (s), 987 (m. br, Sch), 735 
(w, br, Sch) cm" 1 . 

lambda^ (lg epsilon) = 210 (4.44) nm. 

m/e (%) = 503 (68 [M + ] ) , 408 (58), 390 (32), 334 
(25), 316 (34), 220 (21), 206 (27), 194 
(20), 181 (33), 164 (100), 151 (34), 139 
(28) , 113 (20) , 96 (82) , 81 (33) , 67 
(24) , 55 (26) , 43 (22) . 

Horhauflosuna: Co^H^^OgNS ber.: 503.2342 fur [M + ] 

gef . : 503 .2303 



UV (Methanol) : 
MS (20/70 eV) : 



Beispiel 10: 
Verbindung 6c 

5 mg (0.009 mmol) 3 , 7-Di-O-acetyl-epothilon werden in 1 ml 
Methanol gelost. mit 150 fil einer ammoniakalischen Methanol - 
losung (2 mmol NH 3 /ml Methanol) versetzt und uber Nacht bei 
°C geruhrt. 

Zur Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 
Reinigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparative 
Schichtchromatographie (Laufmittel: Toluol /Methanol , 90 : 10 
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Ausbeute : 3 mg (67 %) 

R f (Dichlormethan/Aceton, 90 : 10): 0.55 

IR (Film) : ny = 2934 (s, b, Sch) , 1719 (vs, b, Sch) , 1641 

(m) , 1460 (m, Sch), 1372 (s, Sch), 1237 
(vs, b, Sch), 1179 (s, Sch), 1020 (s) , 
963 (s, Sch), 737 (vs) cm" 1 . 

UV (Methanol) : lambda max (lg epsilon) = 210 (4.33) nm. 

MS (20/70 eV) : tn/e (%) = 517 (57 [M + ] ) , 422 (58), 318 (31), 194 

(20), 181 (34), 166 (100), 151 (31), 96 
(96), 81 (32), 69 (27), 55 (29), 43 (69). 

Hochauflosuna: C 2 sH3 90 6 NS ber.: -517.2498 fur [M + ] 

gef . : 517 2492 

Beispiel 11: 
Verbindung 7 a 

20 mg (0.041 mmol) Epothilon werden in 0.5 ml Methanol gelost, 
mit 0.5 ml 1 N Natronlauge versetzt und 5 Minuten bei Raumtempe- 
ratur geriihrt . 

Zur Aufarbeitung wird das Reaktionsgemisch mit 1 M Phosphat- 
puffer pH 7 versetzt und die waSrige Phase viermal mit Ethyl- 
acetat extrahiert . Die vereinigten organischen Phasen werden mit 
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Natriumsulf at 
getrocknet und vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung des Roh- 
produktes erfolgt mit Hilfe der praparativen Schichtchromato- 
graphie (Lauf mittel : Dichlormethan/Methanol , 85 .: 15) . 
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Ausbeute : 11 mg (52 %) 

R f (Dichlormethan/Methanol, 85 : 15) : 0.92 

IR (Film) : ny = 3438 (s, br. Sen) , 2971 (vs, br, Sch) , 

1703 (vs) , 1507 (m) , 1460 (s. Sch), 1383 
(m, Sch), 1254 (w) , 1190 (w, br, Sch), 
1011 (w, br, Sch). 866 (w, br) , 729 (s) 
cm -1 

MS (20/70 eVj : m/e (%) = 423 (0.1 [M + ]>, 323 (4), 168 (89), 140 

(100) , 85 (31) , 57 (67) . 
Hochauflosuna: C23H37O4NS ber.: 423.2443 fur [M + ] 

get. : 423.2410 



Beispiel 12: 
Verbindung 7b 

5 mg (0.009 mmol) 7-O-Acetyl-epothilon werden in 1 ml Methanol 
gelost, mit 200 nl einer ammoniakalischen Methanollosung (2 mmol 
NH 3 /ml Methanol) versetzt und zwei Tage bei 50 °C gerOhrt . Zur 
Aufarbeitung wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Rei- 
nigung des Rohproduktes erfolgt mit Hilfe der praparativen 
Schichtchromatographie (Laufmittel: Toluol /Methanol , 90 : 10). 

Ausbeute: 3 mg (59 %) 

s 

R f (Dichlormethan/ Methanol, 90 . 10) : 0.63 

IR (Film) : ny = 3441 (m, b, Sch), 2946 (s, Sch), 1732 

(vs) , 1600 (w) , 1451 (m) , 1375 (m) , 1246 
(s, b, Sch) , 1013 (m, b, Sch) cm" 1 

uv (Methanol) : lambda^ (lg epsilon) = 211 (3.75), 247 (3.59) 
nm. 
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MS (20/70 eV) : m/e (%) = 567 (1 [M+] ) , 465 (4), 422 (7), 388 

(5), 194 (5), 182 (7), 168 (65), 164 
(17) , 140 (100) , 97 (10), 71 (22), 43 
(27) . 

Hochauf losuna: C29H45O8NS ber. : 567.2866 fur [M + ] 

gef.: 567.2849 

Beispiel 13: 

50 mg Epothilon A werden in 20 /il Dimethylsulf oxid angelost und 
mit 30 ml Phosphatpuf f er (pH 7,1, 30 mM) verdunnt . Nach Zugabe 
von 5 mg Schweineleberesterase (Fa. Boehringer Mannheim) .wird 2 
Tage bei 30 °C geruhrt . Man sauert mit 2 N HCl auf pH 5 an und 
extrahiert die Epothilonsaure 7 mit Ethylacetat. Die organische 
Phase wird mit Natriumsulf at getrocknet, im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Ausbeute 48 mg (96 %) . 

Beispiel 14: 

48 mg Epothilonsaure 7 werden in 6 ml THF abs . gelost und unter 
Ruhren mit 4 0 /xl Triethylamin und 16 ^1 2 , 4 , 6-Trichlorbenzoyl - 
chlorid versetzt . Nach 15 min wird vom Niederschlag abfiltriert 
und innerhalb von 15 min unter schnellem Ruhren in eine siedende 
Losung von 20 mg 4 -Dimethylaminopyridin in 200 ml Toluol abs. 
getropft. Nach weiteren 10 min wird im Vakuum eingedampft und 
der Ruckstand zwischen Ethylacetat/Citratpuf f er (pH 4) verteilt. 
Der Eindampf ruckstand der organischen Phase ergibt nach prapara- 
tiver HPLC Trennung 15 mg Epothilon A. 
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Beispiel 15 : 

Epothilone C und D als Ausgangsverbindungen 

A. Produktionsstamm und Kulturbedingungen entsprechend dem Epo- 
thilon Basispatent. 

B . Produktion mit DSM 6773 

75 1 Kultur werden wie im Basispatent beschrieben angezogen und 
zum Animpfen eines Produktionsf ermenters mit 700 1 
Produktionsmedium aus 0.8 % Starke, 0.2 % Glukose, 0.2 % 
Soyamehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaCl 2 x 2H 2 0, 0.1 % MgS0 4 x 
7H2O, 8 mg/1 Fe-EDTA, pH = 7.4 und optional 15 1 Adsorberharz 

Amberlite XAD-16 verwendet. Die Fermentation dauert 7-10 Tage 

3. 

bei 30 C, Beluftung mit 2 m. Luft/h. Durch Regulierung der 
Drehzahl wird der p02 bei 30 % gehalten. 

C. Isolierung 

Das Adsorberharz wird mit einem 0.7 m 2 , 100 mesh ProzeSfilter 
von der Kultur abgetrennt und durch Waschen mit 3 Bettvolumen 
Wasser/Methanol 2:1 von polaren Begleitstof f en befreit. Durch 
Elution mit 4 Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakt gewonnen, 
der i. Vak. bis zum Auftreten der Wasserphase eingedampft wird. 
Diese wird dreimal mit dem gleichen Volumen Ethylacetat 
extrahiert . Eindampfen der organischen Phase ergibt 240 g 
Rohextrakt, der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, urn 
lipophile Begleitstof fe abzutrennen. Aus der Methanolphase 
werden durch Eindampfen i. Vak. 180 g Raffinat gewonnen, das in 
drei Portionen uber Sephadex LH-20 (Saule 20 x 100 cm, 20 ml/min 
Methanol) fraktioniert wird. Die Epothilone sind in der mit 240 
- 300 min Retentionszeit eluierten Fraktion von insgesamt 72 g 
enthalten. Zur Trennung der Epothilone wird in drei Portionen an 
Lichrosbrb *RP-18 (15 /im, Saule 10 x 40 cm, Laufmittel 180 ml/min 
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Methanol/Wasser 65:35) chromatographies. Nach Epothilon A und B 
werden mit R t = 90-95 min Epothilon C und 100-110 min Epothilon 
D eluiert und nach Eindampfen i. Vak. in einer Ausbeute von 
jeweils 0.3 g als farblose Ole gewonnen. 

D. Physikalische Eigenschaf ten 




Epothilon C R = H 
Epothilon D R = CH3 

Epothilon C 

C26H39NO5S [477] 

ESI-MS: (positiv Ionen) : 478.5 fur [M+H] + 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC: Rf = 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 

9:1 

Detektion: UV-L6schung bei 254 nm. Anspruhen mit Vanillin-Schwe- 
f elsaure-Reagenz , blau-graue Anfarbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC:R t =11,5 min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7/im, 125 x 4 mm 
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Laufmiccel: Methanol /Wasser = 65:35 

Flufc: lml/min 

Detect ion : Diodenarray 

Epothilon D 

C 2 7H 41 N0 5 S [491] 

ESI-MS: (positiv Ionen) : 492,5 fur [M+H] + 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC:Rf = 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 

9:1 

Detektion: UV-L6schung bei 254 nm. Anspruhen mit Vanillin-Schwe- 
felsaure-Reagenz, blau-graue Anfarbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC:R t =15,3 min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7/im, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Wasser = 65:35 
FluS: lml/min 
Detection : Diodenarray 
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Tabelle: l H-und "C-NMR Daten von Epothilon C and RDOthilon D 
[D 6 ]DMSO bei 300 MHz 





Epothilon 


C 






Epothilon 


D 


H-Atom 


5 


C-Atom 


ft 


6 


C-Atom 


Q 




(ppm) 




(ppm) 


(ppm) 




(ppm) 






•t 

j. 


1 7H 1 

i. 1 \J • J 




1 


170.1 


2-Ha 


2 .38 


2 


38.4 


2 .35 


2 


39.0 


2-Hb 


2.50 


3 


71.2 


2.38 


3 


70 . 8 


3-H 


3.97 


4 


53 .1 


4.10 


4 


53 . 2 


3 -OH 


5.12 


5 


217. 1 


5.08 


5 


217.4 


6-H 


3 . 07 


6 


45.4 


3.11 


6 


44 . 4 


7-H 


3.49 


7 


75. 9 


3 .48 


7 


75.5 


7-OH 


4 .46 


8 


35.4 


4.46 


8 


36.3 


8-H 


1.34 


9 


27 . 6 


1 .29 


9 


29. 9 


9-Ha 


1.15 


10 


30.0 


1 . 14 


10 


25.9 


9-Hb 


1.40 


11 


27.6 


1.38 


11 


31 . 8* 


10 -Ha 


1. 15* 


12 


124.6 


1. 14* 


12 


138. 3 


10 ^Hb 


1.35* 


13 


133.1 


1 .35* 


13 


120.3 


n-Ha 


1.90 


14 


31. 1 


1.75 


14 


31.6* 


11 -Hb 


2 .18 


15 


76.3 


2 . 10 


15 


76 . 6 


12-H 


5.38** 


16 


137.3 




16 


137.2 


13-H 


5.44** 


17 


119. 1 


5.08 


17 


119.2 


14-Ha 


2 .35 


18 


152. 1 


2.30 


18 


152 .1 


14 -Hb 


2 .70 


19 


117.7 


2.65 


19 


117 . 7 


15-H 


5.27 


20 


164 .2 


5 .29 


20 


164 .3 


17-H 


6.50 


21 


18.8 


6.51 


21 


18 . 9 


19-H 


7.35 


22 


20.8 


7.35 


22 


19.7 


21-H 3 


2.65 


23 


22.6 


2 .65 


23 


22 . 5 


22-H 3 


0.94 


24 


16.7 


0.90 


24 


16.4 


23-H 3 


1.21 


25 


18.4 


1.19 


25 


18.4 


24-Hj 


1.06 


27 


14 .2 


1.07 


26 


22.9 


25-H, 


0 .90 






0.91 


27 


14 . 1 


26-Hj 








1.63 






27-H, 


2.10 






2.11 







*, ** Zuordnung vertauschbar 
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Beispiel 15 : 

Epothilon A und 12 , 13 -Bisepi- epothilon A aus Epothilon C 

50 mg Epothilon A werden in 1.5 ml Aceton gelost und rait 1 . 5 ml 
einer 0.07 molaren Losung von Dimethyldioxiran in Aceton ver- 
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raurntemperatur wird i. Vale, 
eingedampfc und durch praparative HPLC an Kieselgel (Laufmittel: 
Methyl -tert.butylether/Petrolether/Methanol 33:66:1) getrennt. 

Ausbeute : 

25 mg Epothilon A, R t = 3,5 min (analyt. HPLC, 7 jzm, Saule 4 x 

250 mm, Laufmittel s. o., Flu£ 1.5 ml/min) 

und . * 

20 mg 12, 13 -Bisepi -epothilon A, R t * 3.7 min, ESI-MS (pos. 
Ionen) 

m/z = 4 94 [M+H] + 

1 H-NMR in [D 4 ] Methanol, ausge- 

wahlte Signaler delta = 4.3 2 

(3-H) , 3.79 (7-HJ , 3.06 (12-H) , 
3.16 (13-HJ , 5.54 (15-HJ , 6.69 

(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H). 



R 



Me 




0 OH 0 



12, 13-Bisepi-epothilon A R = H 
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Patentanspruche 



1. Epothilonderivat der Formel 1 




wobei R = H, C 1 . 4 -Alkyl; R 1 , R 2 = H, Cx.g-Alkyl, Ci.g-Acyl, 
Benzoyl, C 1 „4-Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, C^g-Alkoxy- , Cg- 
Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
und es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt, und Y und 
Z entweder gleich oder verschieden sind und jeweils fur 
Wasserstoff, Halogen, Pseudohalogen, OH, O- (C\-$) -Acyl, O- (Ci- 
6 ) -Alkyl oder 0-Benzoyl stehen oder gemeinsam das O-Atom eines 
Epoxids oder eine der C-C-Bindungen einer C=C-Doppelbindung 
bilden, wobei Epothilon A und B ausgenomen sind. 

2. Epothilonderivat der Formel 2 
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R 




2 



wobei R - K, d-4-Allcyl; R 1 . R 2 . R 3 = H, C^-Alkyl, Ci-g-Acyl, 
Benzoyl, -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, C!_ 6 -Alkoxy- , C 6 - 

Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
es sich bei den in den Resten enthalcenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt; und Y unc 
Z die Bedeutungen gemaS Anspruch 1 besitzen. 

3 . Epothilonderivat der Formel 3 



R 




3 
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wobei R = H, C 1 . 4 -Alkyl; R 1 , R 2 * H, C^.g-Alkyl, C^.g-Acyl, 
Benzoyl, -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, C^g-Alkoxy- , Cg- 

Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt, und X all- 
gemein fur -C(O)-, -C{S)-, -S(O)-, -CR 1 R 2 - und -SiR 2 - steht, wo- 
bei R, R 1 und R 2 die Bedeutung haben wie oben angegeben und R 1 
und R 2 auch zusammen eine Alkylengruppe mit 2 bis 6 Kohlenstof f- 
atomen bilden konnen; und Y und Z die Bedeutungen gemaS Anspruch 
1 besitzen. 

4 . Epothilonderivat der Formel 4 

R 




wobei R = H, C 1 . 4 -Alkyl; R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 = H, C^g -Alkyl, 
C^g-Acyl, Benzoyl, 0x^4 -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, Cj.g- 
Alkoxy-, Cg-Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl 
bzw. Phenyl; es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl - 
bzw. Acylgruppen um gradkettige oder verzweigte Reste handelt, X 
Sauerstoff , NOR 3 , N-NR 4 R 5 , und N-NHCONR 4 R 5 bedeutet, wobei die 
Reste R 3 bis R 5 die oben angegebene Bedeutung haben und R 4 und 
R 5 auch zusammen eine Alkylengruppe mit 2 bis 6 Kohlenstof f- 
atomen bilden konnen; und 

Y und Z die Bedeutungen gemaB Anspruch 1 besitzen. 
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5. Epothilonderivat der Formel 5 

R 




wobei R = H # C 1 . 4 -Alkyl; R 1 , R 2 = H, C^g-Alkyl, C^-Acy!. 
Benzoyl, C1-4 -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, Ci-.g-Alkoxy- , C 6 - 
Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acyl- 
gruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt, und X 
Wasserstoff, C\-i% -Alkyl, Ci-is-Acyl, Benzyl, Benzoyl und Cinna- 
moyl bedeutet und 

Y und 2 die Bedeutungen gemaS Anspruch 1 besitzen. 
6. Epothilonderivat der Formel S 
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wobei R = H, C 1 . 4 -Alkyl und R 1 = H, C^g-Alky!, C^g-Acyl, 
Benzoyl, C 1 _ 4 -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, 5 -Alkoxy- , Cg- 
Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. Phenyl 
ist; es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. 
Acylgruppen urn gradkettige oder verzweigte Reste handelt; und 
Y und Z die Bedeutungen gemaS Anspruch 1 besitzen. 

7. Epothilonderivat der Formel 7 




wobei R = H, Cx -4 -Alkyl und R 1 , R 2 , R 3 , R 4 = K, C^g.Alkyl, C 1 ^ s 
-Acyl, Benzoyl, -Trialkylsilyl , Benzyl, Phenyl, C^g-Alkoxy, 

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und halogensubstituiertes Benzyl bzw. 
Phenyl; es sich bei den in den Resten enthaltenen Alkyl- bzw. 
Acylgruppen um gradkettige oder verzweigte Reste handelt; und 
Y und Z die Bedeutungen gemaS Anspruch 1 besitzen. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Epothilonderivats der Formel 
7 gemaS Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , daS man Epothilon A, 
Epothilon B, ein 3 -OH-geschutztes Derivat derselben oder ein 7- 
OH-geschutztes Derivat derselben 
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(a) enzymatisch hydrolysiert , insbesondere mit einer Esterase 
oder Lipase, oder 

(b) in alkalischem Medium hydrolysiert, insbesondere mit 
Natriumhydroxid in einem Methanol/Wasser-Gemisch, 

und das Epothilonderivat der Formel 7 gewinnt und isoliert. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Epothilonderivats der Formel 
2 gemaE Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daE man ein 
Epothilonderivat der Formel 7 gemaE Anspruch 7 oder als Produkt 
des Verfahrens gemaE Anspruch 8 

(a) nach der Yamaguchi-Methode oder 

(b) nach der Corey-Methode oder 

(c) nach der Kellogg-Methode 

in das Epothilonderivat der Formel 2 umwandelc und dieses 
Umwandlungsprodukt isoliert . 

10. Verfahren zur Herstellung von Epothilon A und/oder 12,13- 
Bisepi-epothilon A, dadurch gekennzeichnet, daS man Epothilon C 
epoxidiert, insbesondere mit Dimethyldioxiran oder einer 
Persaure. 

11. Verfahren zur Herstellung von Epothilon B und/oder 12,13- 
Bisepi-epothilon B, dadurch gekennzeichnet, daS man Epothilon D 
epoxidiert, insbesondere mit Dimethyldioxiran oder einer 
Persaure . 

12. Mittel fur den Pf lanzenschut z in der Landwirtschaf t und 
Forstwirtschaf t und/oder im Gartenbau, bestehend aus einem oder 
mehreren der Verbindungen gemaE einem der vorangehenden Anspru- 
che oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben einem 
oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsrnittel (n) . 

13. Therapeutisches Mittel, insbesondere zum Einsatz als 
Cytostatikum, bestehend aus einer oder mehrerer der Verbindungen 
nach einem oder mehreren der Anspruche l bis 7 oder einer oder 
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mehrerer der Verbindungen nach einem oder mehreren der Anspruche 
1 bis 7 neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel (n) . 
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EPOTKILOKB DERIVATIVES # PREPARATION AND USE 



Tha present invention rilvti*. In general, to epothilona 
derivative* «nd to: their ue« for th« preparation of drugs. 
In particular, tna present invention relates to tha 
preparation of the epothilona darivatlvee of tha following 
general formulas l to 7, aa well to their uaa in tha 
preparation of therapeutic aganta and agents for plant 
protaotioo. 
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K, C^-alkyl, 

G 1a4 -aoyl-benaoyl 

e^-trialkylailyl # 

Beniyl, 

Phenyl, 

c^-alkexy, 

chalky i*, hydroxy- and halogen- 
aubetituted bentyi or phenyl; 



wherein tvo 
Uia group - 



of the residuee R 1 to R 5 can ilao join tg form 
CSCj)^- with n * l to «, and the a Iky a or aoyl 
groupa contain** in the residue* are straight-chain or 
branched realduee; 

Y and K are either tha sane or different and always fttahd for 
hydrogen, h« logon such aa r, ci # Br or X, peeudohalogen auch 
aa -HCQ, -RCB or -H„ OH, 0-<C,, A ) -aoyl, 0- [C^J-alkyl, o- 
beiuoyl. Y and X can alao stand Tor the 0 atom of an 
epoxide, wh^ra apothilona A and B are not claimed, or one of 
the C-C bondc for* a OfC double bond. 



in formula 
CR'R 3 -, where 
-SiSj-, wher 



X at anda general Xy for -C(p)-, -C(g)-< -S(O)-, 
R 1 and R J We tha neaning indicated above, and 
i R haa the neaning indicated above. 



In formula 4, X repreeente oxygen, KOR 1 , :h-KR 4 R», and N- 
HHCONR 4 * 5 , where the re^iduea R 5 to R 5 have the above- 
indicated weaning. 



rn foraula S, X rqpreaenta hydrogen, C MI -alkyl # C M< -a6yi, 
beneyl, benaoyi^ and oinnaaoyl. 



1.3 
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With regard to epetbliona A end B, reference la made to DE-A- 
41 38 042. Compounds of ths general formula l are accessible 
by starting from epothiion. A and B as vail aa from tnair 
3-0- and/or 7-jo-protedted darivativaa by opening the 12, 13- 
epoxloe. If hydraclde are addad thereto, preferably in a 
nonaqueous solvent, than the halohydr|ns x - Hal, y - oh, y = 
sal arc obtain**. Protonld acida such as toluenesulfenic 
acid and trif lw or o actio aoid leaa, in the praaanea or water, 
to 13,13-diole, wniah, by the uaa of standard method*, are 
subsequently ecylateo (e.g. with cerboxylic acid anhydride 
and pyridine or triethylaaina/DXAP) or alkylated (alKyl 
halides and silver oxidsj . For this purpose the 3- and 7- 
hydroxy group* oan temporarily he protected aa formate 
(olaavage with: MHj/MeoH) or p-netnoKybenayl ether {cleavage 



with 00 Q) . 

Compounds of 
A and B and 
by reduction 
a -OH and/or 
acylation or 
3-o-sonoaub«(titut*d 
of general 



Reaotione of 



diaidaiola, 
biatrifiatea 



i 



general formula 2 are obtainable from epothiione 
from their 3-0- and/or 7-O-proteeted derivatives 
|.g. with KaBK 4 in methedoi. If, in ae doing, 
7~OH are reversibly protected, than after 
elkylstion And removal of < the protecting oroupa 
9 or 3 f 7 # o-dUibktitut«d derivatives 

fbrnula 2 akn be obtained. 



epotttiione A and B with fa i functional electro- 



phillo reagent* ouoh ac (thio) phosgene, fthio) oar bony i- 



ehionyi Florida or dialkyieilyi diohlorides or 
give covptahds of general f omul a 3, Acting as 



auxiliary baeaa in this caee are pyridine, trlalxyiafeift«a, 
optionally together vi^h DW or 2 , fi-lxftldine in a nonpratio 
Wlvente Tha 9!*7~acetale of general Corauia 3 reeult free 
reeoetalisatLo^ a.g, ot diaethylecatals in the presence of on 
acid oatalye t. ! ' ?l jp 

1 1, ? ■ 



V 




f 
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compound* of general formula 4 are obtained from epothilone A 
and I or thjeir 3-0- «|nd/or 7-o-protected derivatives by 
oaonolysis and reductive work-up, e.g* with dimethyl sulfide. 
The oie ketones can than be converted into oxime, hydrazone 
or saaicarbjieone by atandard methods that are familiar to 
persona skilled in th^i art. Furthermore, they are converts 
into c-16/ck? olefins by olefination according to wittig, 

Vittlg~Horn»ri, Julia or Potaraan. 

I -'i 

By reducing the c-ie Xa to group, e.g. with an aluminum or 
boron hydride i the 16- hydroxy derivatives of general formula 
5 ere obtainable- whtn 3-OH and 7»oh are provided with 
protecting groups, theae darivativea can be 
acylated or alkylated. The releaae of the 
3-OH and 7 -OH groups take* place e.g.'ih the oaee of o-formyl 
by seans NKj/NeOH, axuk 1 in the oaee of ;p^p-methoxy benzyl by 
DOQ. I 1 f 

The compound* of general formula 6 are obtained from 
epotfcilon* derivative!* 1 whoee t-OH groiip' is protected with 
aoyl or ether groupa frt that the 3 -OH ' group ie e.g. 
foratylated, js^eyuted or toaylated and subeequently . 
eliminated by treatment with a baae, e.g. dbu. The i~on 
group oan be released "as described above. 



appropriate 
selectively 



compounds at the general formula 7 can be obtained from 
epothilcne A and b or 'their 3*ok and 7«*OM«proteoted 
derivatives by basic hydrolysis, e.g. iv^tn Naoh in MeOH or 
xeOR/vaterJ Preferably, compounds of the general formula 7 
are obtained froa epo^hilone A or s or their 3-oM or 7-OH- 
protaoted derivatives by enzymatic hydrolysis, particularly 
with esterases or lipases. After protection of the 19 -oh 
group by a 11 let ion, t&e oarboxyl group (can be converted into 



aater with 



diazoelksne'p • 
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NO.OTB 009 



Furthermore f coappunde 
compound of f omu 
method* of 



(Aidrithiol/triphdnylphosphine) 



acid/eesiua 
found in 



Manage at tlj in 
coray t wricolaou, 
Kruizinga a 



of foraula 7 can be converted into the 
a 2 : by laotonisation according to the 
aaaguobi (trichlorobensoy| cbloride/DHAP) , Coray 

or Kellogg (oaega-broaic 



carbonate; Psrtlnent working methods ara can 



J 1 

h 1 



Bull, cheaw so©. Japan, 52 (1979) iaaaj 
in J, An. Chan. §ooi 96 (1974) 5«U; and 
Kallogg in J, Am. Cham. Soc* 103 fiaai) 51B3. 



To prepare the coapounda of the invention it la poaeible to 
start out with epothilone c or o, in which ca»«, for the 
d*riv*ti»ation, tha above-da acri bad derivatiEstion methods 
amy be refe^reid to. Ik this oase tha 'hi , 13 -double bond can 
ba selectively hy*Lrcg$nat*d f a.g. cat^iytioeily or with 
diiainej oriepbxiued, Ip.y. with dimetiiyldioxirane or a 
peraoidj ot be convened into tha dlhaiides, dipseudohalides 
or diaaidaaj 1 



Moreover tha Invention; relatee to agents for protecting 
plant* in agriculture, 1 forestry and/or^ gardening, constating 

the above-mentioned apothilona derivative*, 
or eonaiating of <ina dr norm of tha abbVe-mentioned 
epothilone derivatives together with one or mora conventional 
oarriara and/or diluent*. 



consieting of ona 
or ona or mora ,of 
ona or more 
particular, 



cause iaaunoauppriesion and/or be uaed for the control of 



SEP 10 '97 06:50 



finally, thi> invention: 'relate* to therapeutic agante 



of of tha above-mentioned compounds. 

ft * 
tha above-mentioned coapounda together with 

conventional carriers and/or diluents. Zn 

agents may have cytotoxic activitiae and/or 
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malignant tuaore, in which caa* they Wan be uasd wi 
particular prif erenoe< as cytostatics.; . 





r f invention will be explains* and described in 
detail by tha .description of a few ©elected .mbodiwants . 



Bxaaplea 



20 *g (0.04i suole) of spotbiione A is dissolved in l ml of 
acetone, tntated with SO m! (0.S4* cimolo) of trif luoroacetic 
acid, and stirred overnight at S0*c« To work up tha reaction 
lixture, it is treated with l k phosphate buffer pH 7 and tha 



tA6 solvent i 
preparative 



yield; 4 



aqueous phaae is extracted four tines >ith ethyl acetate* 
Tha combined organic phases are waehe^j with saturated ■odium 
chloride solution, dried over sodiun Sulfate and fread from 
Tha crude product is purified by mans of 
[thin] layer chromatography; (solvent: 



dichloroaethane/ acetone, e5U3). 



Zeoner 2 



■I 



(IB*j Isomer I 
<IB%} imomw II 



R 4 (dichl ororaathana/ acetona . 93: IS) 



V « 



0.46 



ny i« 34<10 (a, b, Boh) / 1 2946 <s, 9oh) , 1734 

j t^)' w« r i ifi (■)# 1376 " 5 « 

. (a;, seh), 1190 <v, b, San), 1071 (», 
»e£), a«4 73^; tw) oaf 1 . 



V, 
111 

I! 
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i 



i } 



ae rag/70 wvm »/• (%:> - 03 (43 (H-!$on, (47), 306 

(|32). 20fi (30), 181 (40) f L66 (72), 139 

(100), 113 (IB), 71 (19), 57 (34) , 43 
(34). 



High ttaaJitjJLam c^h^ws 



Calo.ji • 493.2498 for (m-MjO]' 
Pound l 493.2478 



IV XI 



X, (dlchloraasthana/ecotono, 99x15) 



0.22 



to ttUau 



ny - 3484 (a, b, SCh), 2942 (VS, Seh), 1727 

(VB), 1970 (V), 1456 (a), 1380 (a), 126S 
<*) » (wj. 1069, (»), 975 (W) on" 1 . 



la 3t 
lb 



»/• (%') - 493 (21 [H-K,0]'), 394 (12) , 306 
(48), 206 (37), lit. (83), 164 (»9), 138 
(100), 113 (21), 71 (23), 87 (33), 43 
(26) . v 

i ■ ' 

CalO.l' 493.2498 for [M-H,0)* 
?oundt 493.2479 



if 

If 



96 sg (O.ni mbo1«) of epothilone A U dissolved in 0.6 nl of 
tetrahydrofursn, treated with o,s nl ojf l N hydrochloric acid 
and atirred 



at' room teaparature for 30] minutes. Thereupon it 
is treated with l N phosphate buf far px 7 and the aqueous 
phase is extract** four tinea with athyl acetate. The 
ooafeined organic phases are washed with saturated sodium 
chloride solution, dried over sodiun sulfate and fraad from 



10 
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the solvent! The j crude product is purified witn the aid at 



prepnrntiv. ! isyer 
nathenol, 90/(10) . 



t - «* 

chromatography (solvent: diohloromethene/. 
YlOldi i» ag oat). 



K« (dlohlorc Bsthane/wethanol, 90:iop :! <j.46 



ny - ]344^| (a, br, soh), 2940 <s, sch) , 1725 (ve, 
ach),J14«2 (a), 1311 (y), ««5 (»), 1134 
<v) , 979 (a. br, sohj cm' 1 . 



n ftitlHinol li. lambda^ (lg epiilon) ■ 810 (4.29), 24« 



.11) rm. 



High rtfffllm 



ttaaple it 

i« 



36 ag (0.047 
is dissolved 



• (*) - 529 (13 (ITJ), 494 (10), 342 (38), 
305 (it), 194 (32), 104 (100), 140 (31), 
11& (lis), 57 (16). I 

I if 1 



mmolo 



! h 

C H^ # C1V5 Cole, >' 
found 1 ' 

ft i 

i 1 « 



529.2265 for • 
S29.2280 



of.ia-chloro-ia-hydroxyepothtlono A (lb) 
in 1 »i or diohloronothana and treated vim 29 
ag (0.238 angle) of dimathylaalnopyridina, 151 al (l.oai 



lew) of tiiethy 



foraic acid, 
chloride. 



aeetio anhydride 



A 1 t * r rrach r ng " l8 ' c » 40 *»l^ ^0.433 nraole) of 
drjide is added to the reaction mixture, and the 



latter is stirred for 70 minutes at •1»»C. sinoe a thin- 



layer chroaatogram 



edditione 1 0 



»g (0. 



of triethylaiaine, 2 



The reaction mixturo is locoled with lca/codiua 



arnica and 20 41 (p.. 517 nnole) of 9*1 



shows no complete conversion, an 
047-' nnoi6) of dinethylaninopyridine, 7 ni 
Ml'fof 981 formlo acid (0.047 mnwle) and 



31 



M 
1 



CCD "} ten -'. 
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4 Ml (0.047!m»1.) or!.oetlc anhydride, srs added to tn. 
reaction mmure, and ,the latter la .tirred for 60 minutes. 
To work up thejrseotidn mixture it U heated to room 
teeperature, treated With 1 ft phosphate burfer pk 7, and the 
aqueous phase if extracted four timaa with ethyl eoetete. 
The combine* organic pheees ar« washed; with Mturatad sodiua 
ohlorid. solution, drijd cm sodlun sulfate and fraed fro* 
solvent. The crude product is purified by n «ana or 
preparative layer chromatography (solvent* dicbloromethane/- 
aoetone, eonoj. Yield* sag (18%). 

(dichloromothane/acstona, gojtiojj 0.67 
a (t il *)* hy|- 3497 (w, b r sob), 2940 (», b, son) , 17*5 

(Vj), 1468 (tt. b, Sch), 1379 ( B ). 126S 
(ej., 12E3 (a), 3175 '(ve), 972 <», b, 
ScH). 737 (a) CaV 1 "* 

i I 1 

Ll>/a («)<!» u, (» [■*)), '*S7 (43), 472 (63), 

3«| (23), 332 (21),* 164 (100), lai (33), 
«' (»!), «9 (17), 44 (26). 



f 

ttiafe riwliftlw»» CjjpH^o^Hsci 



41 



10 mg (0.020 
tatrahydrofuren, 
and stirred 
id treated 
pnaaa la 
combined 
chloride so 



it 

with 
axtrso 
organic 



■ k 

Colo. : 5 
Foundt v 



413.2112 for .[K*J 
613.2131 



amole) of jepothilone a isieissolved In 0.5 nl of 
treated vith O.Sal ofJlH hydrochloric acid 
pooa toa>orature for 3d minutee. Thereupon it 
j 1 K phosphete buffer oh. 7 and the aqueous 
1U4 four- tiles with ethy* jacetsta. The 
phases^ are washed with!; saturated sodium 
lufcion, dried oyer sodium sulfate and freed fro* 



12 



SEP 10 '97 06=53 



PAGE. 013 



sen; by: 



; g- 9-97 : 6: 09PM I ...DARBY & DARBY- 

HWELATIOW CO OF NEW VORK •> 5144280024 



7728681#5#14 
HO. tee pi4 



The bmjle product if purif lad by toeana o/ 

l«y«j chromatography (aoivUt: dioniorc- 
one. ifltisi . • 



solvent: . 
preparative 

»«thane/acetona, istl^) 
Yleldr l og (91; , ! 

H, (aionio rohethane/aoatona, ten si 

wo . < ■ 



I^UTiL^U-^ (I*. 5« (3 SOMX^), 3*0 cif). 

3S< t*), 194 (17) Piia (23) , a64 (lflQ| 
146 (32) , U3 ( i4 j; 71 (13) , 



91 

compound 2a 



Calc: S43.2421 for (**] 
Pound t v 543.2405 



1 



I 



100 ng (p l20 j ^oii, J apothliona A la di.. elv .d in 4 ml of 
tetr«hydro«ur. n /l H phdaphat. buffar pH 7 (l:i, and traated 
with aodiu. »«ja5«ri*j. (190 mo « 3, 45 aaolaa) until the 
•duct a^prding to tha^in-layar <*romatcgr«w -nova that t*. 
reaction was oonplatadj. Thereupon tha fixture la diluted 
with 1 K phoJphata |buffar pn 7 and thetagueoua pnaae i. 
extracted fouV tinea with ethyl acetate. <%• cabined 
organic phaaeU era vaehed with aaturatad aediu. chloride 
eolution, dried over medium aulfate and freed from the 
•olvant. Thai oruda product ia purified by aiiica 
chromatography (eluenti diebloroiwthanf /acetone, »5t 5 
- grad - after dichiorqnethane/acetone,, B5:i5) . 



XlMl&t 20%. 



£i f aicttl orgaath l nc/aoalone / 7fl:25)» 



1? 
is 



'4- ( 



0.27 



3410 (s, b, «oh)> 29*8 (va # 
(Va), 1498 (n, b» schj, 1363 



Sch), 1734 



ri- 
ll 



1 

1 



13 
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, 1*« (a, b, Soh) , liM (m, b, soh) , 1069 

J SCh), 9«« («),. a $5 (v), 737 (a) offl-1 

118 »WY>' . ( f) ■ 4 „ (f CJrjJ ^ 477 (-)# 4H (l2K 

**« (»>, «4 (16). . 306 (49), 294 (19), 
lif (36), 164 (100),! 14P (40). 83 
(ail), 56 (»7), ! 



Si gh rfspn i f l nn- c^jcyra C a2c. U. 3IK £or fr , 



Foundt 495. 3623 



«l 



c«vouBd« 3a-d <a-d .re etereoleoaanr 

100 ng (o.aoi mnolo) ofc epothiiona 1. diwolved in 3 Bl of 
pyridine, treated withjJso M i (0.866 nkbr.) □* thionyi 

iMmfl *5 rotw » t«ap«ratur«t ror 15 »i*utes>. 
i» treated with i K phosphatft buf f «r pH 7 mn d 



ehlorida *j»4 
Th#r»upon it 



the aqueoua ph*.« l8 extracted four tlpee with athyl ap,t«ta. 
T»« coabin«d oxaanio pHaaea am wahad Vith saturated eodiua 
chloride •oliktlon, dried over .odiua sulfate and rraed from 
th« .olv«,i:. ihe eruda product is purified and the four 
»t«raoieo»«r. 3a-d « r «< i«»arat«d by *ean. of propar.tiv. 
leyw ohroiuittography (eoivant* toluena/mathanoi, eo.-io, 

3« 

XitlftL 4 mg 



Xitldx 4 tag (ia%| 

R, (teiuene /wetiianoi aoSun, 0t50 



ny * 2961 (a, b, 8ch), 1742 (ve). 1701 (v»), 
, (a, 8ch), 138| (», 50h), 1238 (», 

1810 < v »< 1W1 (*, Soh), 957 

(»Jb, ich), BOS (* f : »eh), 768 (b, Soh) 
OJ>"P 



14 
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«. 19 •Piilon) => 210 (4.60), 248 (4.56) 

i : 

M8 UflZZfl tYh */e (|)j> 559 (40 tm>i 467 (32), 362 (16), 
IK (37), 23)2 (30), 176 (30), 164 (100), 1S1 (43), 96 (38), 
69 (20), 55 i(28), 43 (120), j 



iflnx C^HjyOyims, Cnic. : S39.20H for fK*J 



2* 



YlOldi 14 wj 



(13*) 



0,44 

v 



K, ftolmw/cfthanol. 90:l0^» 

IB UilaU ny « 39« (s, br, Soh) ,| 1740 (vs) , 1703 (b) , 

loio (v), 1464 (m r , br. 8ch), 1389 (m, 
flcb), 1240 (a, bl-.Jech), 1142 <m), 1076 
j (w ; ), 1037 (w), 100'|3 (m), 945 (•, be, 

S<*> ' (»♦ s oh)| S775 («), 737 (a) ear' 



i 

i.lanbda^ (ig ap.ilenj -^li (4,16), 250 (4.09) 



«g-fi?/7g ffVjt m/« % - 533 (27 475 (17), 322 (41) , 

30* (67), 222 (16) . 306 (17) , IS* (19) , 17« (32), 164 (100), 
1SI (33), t 2^ (lej, 113 (IS), ?« (39), 81 (33), 64 (5©), 57 
(42), 41 (191. 



High tMBiafci 



r 



T 



Found i • 



539,2011 fot (K*j 
539*1999 
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ND.aaa 0i8 



<V), 1157 W< 10 i fl . (W)# ,„ (v) ^ " 7 
111 < 40 >' (100, , 71 (48 , , 43 

(30) , 

Tj'w CIW..V 398,2305 for IH*)) 

POUndi . 398.2295 



tt 



Ml.* chloria. .option, dxua 
•Qlvwt ia reeved in v«cuo. • ' 

i • 'A , 

ttfl i o t 4 i>9 (mi, ' 

: |! 
i? ... > 



> 
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SO. 



017 



10 



tlA20l 4 ng ( 4 %) : 



2 ™ (3e), ^8 (JlJ 



Compound 3d 



^tAffi celc.i 839.2011 for cm*j; 

FOUndl 539.2001 



&, (toluene/ «thenol f 9Q., n? . 0> „ 



(34), 55 (33 



High EMflXlttloru 



. j4l (35) , 



Cm^tO^s, calo«: 339.2011 for (IT] 



Found; ! 539.4997 



7l 

C o mpound 



10 ag (O.oao nsiolej 



until 



diohiarr*^ 7""" ° f * pcthllone A *■ di„oiv«d in 2 ml of 



w«, M( 

8 blue eoleretion developa. The 

r^ulting region ^r. i. than treat* with 0.5 nl of 
^thyl euartdo end heated to roo„ tenure. *c war, up 

£i£T J" < U U fr °» so ^"t end then 

purified by prep^ve leyer ehroeetogrephy (eolvent. 

dldhloroaethane/ecetone;/eethanol ( 89*10:3) . 

Jt t 



Kleid l 5 eg 



(64%) 



16 
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N3.8B8 da 



i r a r' 1844 

i sir; TJ' im ( " br ' sch >- 

i i. 

(WW tV? j mj% (t) . 475 



— ■■WL ^HwOj" C«lc. I 473.23S2 for £W »j 



Found:' 4 75.2384 

ceaffooad tb 

50 wg (0.091 njqolr) o£- !! l » 

dissolve <* , , V " di ^"'wnylepothH 0 « e a is 
dissolve Wi rt of d*ciUo*p.th.ns ( trd.tod «ith 2 mi ra B1 « 

•«rrod for 12 hours at 90«c. 



i ' 

p tiU 1 



PM« i. WMW tat »w » m .thyl «c.t.t.. The 
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[720 



Th« orud« 
prsparativ* 
*eoton«. 90 



product consisting gf two compounds is purified by 

l«m chromatography (.alvent: dichlorooethano/- 

:10) . i 



Substance cods ! 



*, (dlchloroBftthano^ fl^ont, sonof » 



"31 (B, br, SCh),; 1723 ( V S), 1644 (w, 
br, fichj, 146fl (w(; 4 l3 77 <w), 1J71 (», 
bP. SohJ, U79 <s), 9« 7 (,, br , 5ah)) 7 „ 

(w, br, scij) oa-< ( 



H y f^innlj.v lambd^ a« r) 2io (4.44, „«. 



334 (25), 3l|s (34) 
164 (100), 1B1 (3 
(24), S3 (lei, 49 

j 

Blah rn fl n1 uT ; pm 



' '»>• «« "'J. 1" (20), HI (33,, 



AZU«1« 10: 

COQpOUJtld Co 



l|«JfO*Nfl Cslc.:: 503.2342 for (M»)) 
( Founds 503.2303 



s * (0.009 wole) of J,7~di-c-.o«tyi.potbilon, is dis.dy.4 
in l =1 of -thsnoi. tUd with 150 h- of an -*oni.oai 
■eehiaei eoldtion fla snolos Miy*! ,wthanoi) and stirrsd 
overnight at id»c. ,J ; 

it 

for vortting up , tho solUt is .ii«i M tod in vacuo. Ths 
oru*. product] 1. purif i.d by aseno of p r e pflratlv . u 
chronato^rsphy (soiVsnt: tolusnWrnsttianol, 90;io). 
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faiohlo romethane/ae k one 90; io;r 



a. 5$ 



«V - 2914 (s, b, soh), 2713 (wr, b, 1B4 i 
(a), 1|60 (*, Sen). U>> S ch), 1231 (y., 

** schj., U7y ( S , sen), 1020 fs), 963 
; sch), m? (vs) <.-«'. i ■• . 



Ix. lambda*. (Ig epeiion) fto f4.j3) nm. 

it 1 

" "W™ */• <*' • •« CS7 (Ifj,,, 4» 31* (3X)< 

tf* (20), 131 (34) , 1«« (jooj, 1SI (31; , 
9<| (96), 81 (32} , ,5* (27 ^ 55 {aB ) , 43 

(«*9>, f 

H i gh rrPTlffl-ioi u, C^CytS Celc,: ! 317.249a for [if*) 

• Found; 317.2492 



l« 11$ 
compound 7a 



20 tuj (0.041 
methanol , 
solution and 



wnola) oC; epothilcne la dissolved in 0.5 ml of 
treated withfo.s ml of 1 h sodium faydroxid. 
a-clrrad for ? mlnctaa at room tamper ature . 



To work up tha raaecion *ixtur«, it is treated with 1 M 
phoephate buffer p H i.Ml the aquaog. pwae i« extracted 
four time* with ethyl acetate. The coined organic p« we6 
ara waehad vlit^ eaturated aodium chloride solution, dried 
ovar .odium aiUate, tnm the iolvnt. The erud. 

product ia purified, by means of preparative .lay.r 
chroaatographjr (aolvcnt; dichlor«*th*.e/«ethanol. 6£:i3) 



11 mg 



(92*) 



I. 



2C 



CCD i ^ J Q-7 pC J C"-> 
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NO. 388 p22 



a, (dictfiioropqth»iUf M t haiiol, asns}j_ 0.93 



»V H 34J8 (., far, Soh), 2971 (vs, br, Sch), 

(va), 1507 (a), 1460 8 0h) , « 8 3 
(i», Seh).. 1254 (v>. U90 (v, br, son), 
1<JU fvr, br, Seh), 866 (v, hr), 739 (»j 



em* 



140 (100), 65 (31) 

1 
1 

Hioh EMfliatiBni 



. 57| (67) 



CalO. • 423.3443 for [KTj 
Found: 423.2410 



■f 

I! 



of 7-0-ac8tylepothlion« ia diaaolved in 



splo lit 

8 mg (0.009 snol«) 

1 Ml of Bothanol. treatod with" 3 00 m1 of an ^onTIcal 
-ethanol solution (a «^i„ BtthAnel , # and #tirr#d f ep 

two daye at *W. For working up, tW .olv.nt 1. re-ov.d i„ 
vacuo. »• oruda product ia purlfi.d by »aan. of prapatativ. 
i«y«r ohrowWaphy (solvant. toluana/aethanol, 90:10). 



UMlAL 3 mg 



(59-%) 



»« (dichl croatthanof matihanoi . J 0 1 1 0 ) 1 



MS f2Q/? 9 tY ) , 



0,63 



3441 (», b, Son), 2946 (9, Soh) , 1732 
(v»), U00 (v), 1451 <»), U79 («), 1346 
(eij b, sch) , 1013 («, b, sch) ca M 



1 



la«bda4 (lg ep.ilon) ^ 211 (3.75), 247 
(3 1.59) nm. 

; ' 2- : 

»/•(*)' - 567 (1 ttt})/ 465 (4), 422 (7), 388 
| (3^ 194 (S), 162 (.7) , 169 (65), 

31 
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1*4 (17), 140 (100), 97 (10), 71 
(22), 43 (37). 



ttiflfr rttgiu^ljant c I7 h 4J o,hs caic.t 



Found: 



i. 



567.a»e« for CWJ 

567. 3849 



131 



so eg OS epe^hiione A 1. dleaolved in 30 Ml of dinethyl 
sulfoxide «nd diluted yith 30 ml of phbcphate buffer (pK 7.1, 
30 BM) . After tne addition of 5 ng of pig liver esterase 
(Boehringer Kanahela co.) tne mixture It stirred for i days 
at 30»C. It 'la acidified vith 2 N HC1 to pX 5 and tha 
epothilone acid 7 is extracted with ethyl aoatata. -m. 
organic phase la dried Vith aodiun emfata, and avaporatad to 
drynees in vacuo. fiej!d 48 *g (961) . 



xat 



48 ag at epothilone aoid 7 la dlasolvad in 6 ml of aba. thf 
end treated %Hth 40 ^1 of tri«*hyia»ine and is M l or 2,4, «- 
trichlorebens^i chloride vhi la stirring. After 15 minutes 
the precipitate la riit:erea off, and [|ha filtrate) is 
drepvise added in 13 m|nutaa to a boiling aolution of 30 *g 
of 4-diaathyl,aaini 
stirring rapidly, 
ia evaporated 
ethyl ecetate 

hpu: separation, the evaporation residue of the organic phase 



yields 15 ag 



Bf 



inopyridiirw in 200 al of ass. toluene while 
y. After an additional lp ainutes the mixture 
vaouoend tha residue-. le distributed between 
and cltrafte buffer (pH 4j>. After preparative 



epothiL 



.one A. 



5 

H 

i 



22 



u 

0 

6 ! 
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NO- 809 024 



Hi 



0 o *• aiming ooa^nd. 

i 

1 • 

»• troauBM,,, tm in .773 

relating tj,. rpw , ttt ^ ^ MinUlnid 



v«h « W volume ^ .„„ . crt . te . „ w , 

T j" ■ T». .potion., .re 

Ma-MMM; ta thr* portion on UoHrooow, w-l, (15 „ 

1 « » ' 



' " , ... I 
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«t »o-»S win, «nd apethiiono D with JL - ioo „, 
•**r .v.por.tion ii» vacuo, tha, . r . * h lll l * ' ™ 

0. Physical properties j 




*po«Jilone c r - H 



Epcthilone o 



C^^Ojfl [477] .'; I ' 

MI-K«, (positive icnetf: «7«. 5 for 

»«r « «nd 13e >«, Stable. [ 

DC Alufpli, co f „ 4 KiroX. 
solvent: oicnlor^etnana/wrtJiaftol „ m 

i 

lotion; ov extinction at 234 n». Spraying with 
■Ulfttrlc acid - 
120»C. 



reagent, , bxu,^« y coloration upon heating 



vanlli in- 



to 



5 Bin 



HPLC: «, • u 
coluan, HueXioj,U ioo jc-aa i „», 125 £ 4 
fluent i Matiujnoi/watar; 5 - 55,35 

24 
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''low rat* j 
Detection* 

IPOtftilOB* 0 



1 Al/ain 
Dioda array 



Ml-**, <po.itlve ionai; 4« 3 ,or f H W 
Per in ^ 13c , M ^ 



82 

SO r 204 Korok, 



TLCl R, - 0 

Solvit « DipiproMt^n./,,,^^ _ 9<cl 
120*0. Mut-gray oolor.tio* on hating to 

i ' • 

HFM ' R, * 15.3 »x«. ■••! 

CQluw, Hucl«Ul t 00 7 X25 * 4 *. 

Eluantr KatWanol /Water - 6 B:}« 
Plov rata: l ai/»i n !j 
D«t«otion» Dko^a array. 



i . 



20 



•• - — ' J- ! ■ - — i i mn 
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a -on 

4-H 

7.QH 
»-* 

10 -Km 

10- H* 

11- IU 
11 •Kb 

13 Of 

14-11* 

14 'Kb 

ISOI 

1T-K 

1»-K 

ll-lf, 

J4-H, 



J. 

1.07 

»+ 

:f 

X.U 
1.49 

Si . 
IS" 

2.70 I 
..lb 

1*11 



». 10 





II 


1 




A 


i 










i ""i f 

1 J 
a > 


170.) 




l 


1 »D. 1 


>».« 




a 


i».0 


i i 


7*. a 




3 






13*1 


4.10 


4 


til 


■ 


4 


0.40 


ft 


*i">.4 






3 .11 


1 


44 , 4 


j 7 






J 


74.1 


1 a 


31*4 


4,41 


1 


JI.J 


! * 


* 

17*1 


2. If 




21. t 


i ic t 


30.0 


1 .'14 1 


10 




i ii- * 


< 

# #»• 


f * V 

4 . 31 


11 


11.0* 




414.4 


t .14* 




m • # 


! » 


XM.l 


i.lf 


11 


180. J 


l 14 


lit 4 


1.7f 


14 


»!•«• 


•3: 


70.3 


a. ii 


11 


"»4.f 




iu«j 




14 


U7. 2 




Uf.l 


i.fi. 


17 


111. I 




1U.1 




IS 


113.1 




1X7,7 


)» 


117.7 




114.9 




20 


104,3 




U.| 


■ 14 


n 


li.l 


i ». 


M.I 


7.M 


22 


11.7 


! J) 


11,1 


l.il 


3J 


S». S 


•4 


10.7 


».•» 


J4 


10.4 


»• 


11.4 


n> 


21 


It. 4 




14.1 


i.*t 


41 


*t.J 






B.ij. 


27 


14.1 
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| I 

ipeftblieae a abd iHJ-biaapi-apotMloaa * rrom «petbilone c 

BO ag of epothilone j dissolved in 1.0 ml of aoetone and 
treated with 1.5 mj a** a o.07 molar solution of diaathyl- 
dioxirene in scotoma. After atanding /for 6 hour* at room 
tottparaturajj the mixture ia evaporated in vacuo and separated 
by preparative HPtc on ailioa gel (aidant: methyl tort.- 
butyl ether/petrolaua atber/mathanol ijjBe:l). 

Yield: 

35 ag of epetailone A. R, - 3.5 min (ajialyt. wtc, 7 M m, 
ooluan 4 x aieo ma,: eluenti aee above; • flow rat. 1.0 mi/min) 



•nd 



20 ng of 12, 
(poeitiv* iojnaj 



t > 



13-biaepi-epothilont A, R t ■ 3.7 min, ESI-HS 



n/z - 494 (m+h j * > 
j H MM* in {DJ aetbanol, selected 
eigneia: delta -14^33 (3-K) , 3.7» 
(7-K), 3,0* (12-h|,3.16 (13-H), 
5.54 (13-H), 6.60*(i7-H), 1.20 f33* 
H), 1.48 (23-H). I 




13,13-biaepi-epothiiona A ft - H 



1 R 



I 



27 
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SENTJiYj. 



aulas 



1. 



spothilono derivative of formula X 

i 




vhereinj r - rt, c,. 4 -eixyi; *\ *« . H , C,. 4 -alkyl, c w - 
aoyi, biansoyl, C^-trialKyl.Uyi, ftenayl, phenyi, c,_,- 
alkoxy-j, C^eikyl-, hydroxy- and helogen-aubatituted 
»e»Byl or phenyl/ and the alkyl or 'acyl groupa contained 
in the realduka are atraioAt-chain or branched residues, 
and Y and' Z are either the same or different and each 
'for hylrogen, halogen, pasudohalogen, OH, o-(c,. 
. 4 J-ai*yl or o-beneeyl> or together fora 
en jepoxlde or one of Ithe c-c bonds of a 
oc double bojid, with .pothllona A «nd b being excepted . 



*)-acyl^ o-( C<t 
toe 0 atom of 



a. Epothilone derivative of the foraula a 
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wherein 1 R - K, c^-aikylr *«, R 2 , 9} • h, c w -aikyl, c,. r 
acyl-, benzoyl, e^-trialkylsllyl, benayl, phenyl, c V4 - 



alkoxy, 
bencyl 



c 4 -alky J,, hydroxy - and halogen-subatitutad 
or phenyl 1 ths aikyi or acyi groups contained in 



the rasiduai being etraight-chain, or branched residues \ 
and Y and' z hava tha eaaa meaning* as in Claia i. 



3 . Epothiiona derivative of formula! 3 




wherein ft - h, C,, r *ikyl; r«, r< * h, c^-alkyi, c 1>4 - 
eoyi, bensoyl, c,;;-trUlkyiailyl,' benayi, phanyl, c,^- 
alkoxy- Chalky!-*, hydroxy- and halogen -substituted 
benayl or phenyl; and the elkyl or scyl groups contained 
in tha residuaa are straight-chain or branched residues, 
and X stands generally for -C(oj-, -c(S)-, -S(0)-, 
-CR'r 2 - and -SiR,-y, where A, r 1 and k* have tha saee 
aaaning as above and R 1 and R 2 together can also forjn an 
a Iky lane group containing 2 to 6 carbon atoms; and Y and 
£ have tha seas meanings as in claim 1. 



39 
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Spothijoni dorivatlvo of formula* 4 




vnara H - H, C,. r .lkyl; *\ R*, tf, R 4, R » . H , Cl . r » iJe y 1# 
c,.4-«cy&. b«n«oyi. C^-trialXylaijlyi. banzyl. phanyl, c, 
4-«lk©xy-, c^aixyl, hydroxy and kalogan-aubstitutad 
bweyl or phenyl/ the «x kyl or «oyl group, contained in 
tha r.sliduaa ara -traight-ohain or branched raaiduas, X 
ia ovygar, H d*>, ft- jui*r' # » nd M-tmcQNR***, vhara tba 
raaldua^ r» to R* I have tha abova- indicated aeaning, and 

ana f ««V together, form an aixyiana ^pup 
containing a p 0 *j cvbgn atone, and 
V and B hava tha aaaa maaninge as in Claim, i. 

■ ; : 

5. Ipothlione darivativ* of formula 6 
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* " c w«W; ««, ** - a. c,.,-«lxyi, c.,- 
•cyl, benioyl, C,. 4 -trialkylailyi f benayi, phenyl, " c - 
tlkoxy, C,-alkyl-, hydroxy- and halogen-aubatituted' 
benayi or phenyl; the alkyl or acyl group, contained in 
the residue* are etraignt-ehain or branched reaiduea. 
and X ie hydrogen, C,. ir .i* yl , c^.-aoyi, b#niyl , ^ 4 
•nd cinnawoyl, and 

Y and & h»v« ; the: aane sweninga aa in clain l. 

I ! * 

4. IpothUlaxie derivative of formula^ 




vherein 
bencoyl 



Chalky] hy^oxy- and hdlogcn-a[ubatitutad *en*yj or 



phenyl; 



;! 6' 

* = H» C,i-aixyi and b' - k, c,.,-alkyl, c V4 -acyl, 
C M -tri*lkylsiiyl, ben*yi, phenyl, C,. r aiXoxy-, 



the alky! or aoyl groups ^contained in the 



reaiduae are atraight-chain or branched residues; and y 
and z nave the saae maaning ae in «ai» i. 



31 
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7. Spethilone derivative of formula ?7 

.R "7 




OH 9 : 0 



vberoin|R - H, C,. 4 -alfcyl and *}, R l , r*, r* - H, C w - 
aikyl, f,, 4 -aoyi, 'ipensoyl, C,_ 4 -triaikylaiiyi, benzyl, 
phenyl, I c^-alxoxy, C 4 -alXyl, hydroxy- and haleeen- 
aubetituted banxyl or pnenyi; tha aUcyl or aoyl group* 
contained in the ; raaiduee are straight-chain or branched 
rasiduoa; and Y and a have tha aaail neanings es m Clelm 



1. 



Prooeee 



for tha preparation of an' epothiicne derivative 
ot forwkla 7 according to Cleia 7, 'oharaotariaad in that 
epothiiene A, epothllane 8. a 3-0H?protected darivativa 
thereof or a 7-OH-protected darivativa thereof 
<a) ia anayaatioaily hydrolyaad, particularly with an 

eetarasa or lipaaa; or 
(b) ia hydroiyiedf in amiine medium, particularly with 
eod:.u* hydroxide in a nethanoi/watar Mixture, and t 
he <tppthi}onel darivativa or formula 7 ia obtained 
and i»olated. ., 



32 
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Proceeo for the preparation of an epothiione derivative 
of fonniile 2 according to Claifo 2, ahartatoriwed in that 
an apothilona darivativa of formula 7 acoording to claim 
7 or as product of the process according to Claim ft i» 
converted into tha apothilona dorilvativa of formula a 

(a) by tha Vaaagiichi aathod, or . 

(b) by tha coray method, or 

(c) by the Kellogg method, j* j 
and thii oonverefbn product is iJi 



oiated. 



for the preparation of apothilona A and/or of 
eapi-epgtjiiilone A f oharaotariaed in that 



Process 

12,13-b 

apothilona C ia opoxidated, in particular with 
dimethyldioxirane or a paraoid. 



for tha preparation of apothilona 8 and/or 
sepi-epothilon* b, aharaotariaad in that 



Prooaaa 

epothil^mia 0 ia epoxidatad, in particular with 

dlftethy idioxiraxie or a peraoid* 

1 \i 



12 • Plant 



^pjrotecting /agent in agriculture and foraatry 

end/or gardening/? ©chelating of one or more of the 

r • ' it » ' y 

compounds according to ona of the foregoing claims, or 

of one at more of theee compounds plua ona or more 

conventional carrier* and/or diluent*, 

■ — H : j , 



Therapeutic agent; particularly for uae aa a cytostatic 

consist in?, of one or more 'Of the aompounde 
according to one or more of Olaime l to 7, or of one or 
the comp^unda according ^o ona or more of claim* 





plua ona ir acre conventional carriers and/or 
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